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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Mittel zur selektiven Adsorption von Biopolymeren 

Es wird ein Mittel beschrieben zur selektiven Adsorption 
von Biopolymeren aus einem Gemisch von Biopolymeren an 
ein tragergebundenes Materia*, bestehend aus 

a) einem flachenhaften festen Trager, 

b) einer Klebstoffschicht und 

c) einem Material, das die Biopolymeren adsorbiert, sowie 
ein Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemaBen Mit- 

tels. 
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1. Mittel zur selektiven Adsorption von Biopolyme- 
ren aus einem Gemisch von Biopolymeren an ein 
tragergebundenes Material bestehend aus 5 

a) einem fiachenhaften festen Trager 

b) einer Kiebstoffschicht und 

c) einem Material, das die Biopolymeren ad- 
sorbiert. io 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der die Kiebstoffschicht bildende Klebstoff ein 
thermoplastischer Klebstoff ist. 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 15 
zeichnet, daB der flachenhafte feste Trager aus or- 
ganischem und/oder anorganischem Material be- 
steht. 

4. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der flachenhafte feste Trager 
ein bzw. eine Kunststoffolie, (Eppendorf)-Reak- 
tionsgefaB, Pipettenspitze, Objekttrager, Mikroti- 
terplatte, Kanule, Nylonfilter und/oder Kunststoff- 
schlauch ist. 

5. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das die Biopolymere adsorbie- 
rende Material KJeselgel, synthetische organische 
und anorganische Polymere, Aluminiumoxid,Titan- 
oxid, Agarose, Zellulose, Hydroxylapatit und/oder 
Acrylamid ist, wobei diese Materialmen oberflach- 
lich modifiziert sind. 

6. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Oberflache des die Biopo- 
lymere adsorbierenden Materials durch Ionenaus- 
tauschergruppen oder Affinitatsiiganden modifi- 
ziert ist. 

7. Mittel nach einem der Anspruche t bis 6, dadurch 
gekennzeichnet daB die Oberflache des die Biopo- 
lymeren adsorbierenden Materials mit Chelatbild- 
nern modifiziert ist. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Mittels nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB auf einen festen Trager eine Schicht aus 
thermoplastischem Klebstoff aufgebracht wird, 
wonach das Material, das die Biopolymere adsor- 
biert, auf die Kiebstoffschicht aufgetragen und bei 
erhohter Temperatur behandelt wird. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Mittels nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB der feste flachenhafte Trager ein einseitig 
oder zweiseitig offener Behalter ist und 



a) der Klebstoff in organischen Losungsmit- 
teln suspendiert aufgebracht, 

b) das Losungsmittel abdekantiert und nach 
Verdampfendes restlichen Ldsungsmittels 

c) das Adsorbens eingefullt und dann bei 60 bis 
180°C, vorzugsweise 70 bis 120°C behandelt 
wird. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Mittels nach 
einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB der flachenhafte Trager eine Folie ist und 



behandelt wird. 

1 1. Verwendung des Mittels gemiiB einem der An- 
spruche 1 bis 7 zur Adsorption, Trennung, Reini- 
gung und/oder Isolierung von Biopolymeren. 

12. Verwendung des Mittels gemaB einem der An- 
spruche 1 bis 7 zur chemtschen Modifizierung von 
Biopolymeren. 

13. Verwendung des Mittels gemaB einem der An- 
spruche t bis 7, wobei das die Biopolymere adsor- 
bierende Material seinerseits ein am festen fiachen- 
haften Trager immobilisiertes Biopolymeres ist, 
welches zu einem weiteren Biopolymeren eine Affi- 
nitat besitzt. 

Beschreibung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Mittel 
zur selektiven Adsorption von Biopolymeren aus einem 
20 Gemisch von Biopolymeren an ein tragergebundenes 
Material sowie ein Verfahren zur Herstellung des erfin- 
dungsgemaBen Mittels. 

In der molekularbiologischen Laborpraxis, biotech- 
nologischen Verfahrensanwendung und in der medizini- 
25 schen Diagnostik stellt sich haufig das Problem, daB aus 
einem Gemisch unterschiedlichster Molekule eine be- 
stimmte Stoffklasse wie Nukleinsauren oder Proteine 
isoliert werden soil Bekannt sind Verfahren, die sich in 
ihrem methodischen Aufwand sowie in der erzielbaren 
Reinheit des isolierten Stoffes betrachtlich unterschei- 
den. So liefert zum Beispiel die Saulenchromatographie 
mit lonenaustauschern in der Regel hochgereinigte 
Fraktionen. Diese Reinigungsverfahren bedurfen aber 
eines groBen methodischen und apparativen Aufwands 
35 (zum Beispiel HPLC-Apparaturen). 1st die Reinigung 
einer Vielzahl separater Proben notwendig, wie bei- 
spielsweise bei der DNS-Analyse rekombinanter Bakte- 
rienklone, DNS-Analysen von Gewebeproben in der 
medizinischen Diagnostik und automatisierte Nuklein- 
saureisolierung, wird eine derartige Methodik zu auf- 
wendig. Hinzu kommt, daB die mehrmalige Verwen- 
dung einer Saule fur die Reinigung verschiedener Pra- 
parate zu Kontaminationen fuhrt, die gerade im biolo- 
gisch/medizinischen Bereich hochst unerwunscht sind. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Mittel 
bereitzustellen, das die einfache Vorbereitung und Wei- 
terverarbeitung von Proben gewahrleistet, wobei die 
Proben Biopolymere, insbesondere Nukleinsaure und/ 
oder Proteine enthalten. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein 
Mittel, bestehend aus 



a) einem fiachenhaften festen Trager 

b) einer Kiebstoffschicht und 

c) einem Material, das die Biopolymeren adsorbiert. 
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a) der Klebstoff mit einer Roll- oder Schlitzra- 65 
kel aufgebracht, 

b) mit dem Adsorbens beschichtet und dann 

c) bei 60 bis 180°C, vorzugsweise 70 bis 120°C 



Der Klebstoff fixiert das die Biopolymere adsorbie- 
rende Material (Adsorbentien) auf flachigen Tragerma- 
terialien. Die Fixierung der Adsorbentien erfolgt durch 
einen Klebstoff, vorzugsweise einen Schmelzkleber auf 
der Basis von Polypropylen und Polybutylen, welcher 
vorher auf die entsprechende Oberflache aufgebracht 
wird. Als besonders geeignet haben sich thermoplasti- 
sche Klebstoffe, zum Beispiel Vestoplast-508 (ein alpha- 
Olefin-Copoiymer der Huls AG), erwiesen, da sie tech- 
nisch leicht zu verarbeiten sind, die Fixierung in chemi- 
scher Hinsicht unterschiedlichster Partikel gestatten 
und aufgrund der Unloslichkeit in waBrigen Losungen 
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nicht zu Kontaminationen der Probe fiihren. Die erfin- 
dungsgemaB eingesetzten Kiebstoffe konnen durch Er- 
hitzen verflussigt werden und entwickeln erst dann ihre 
klebenden Eigenschaften. Die Temperatur der Thermo- 
behandlung des fClebstoffes liegt zwischen 60 und 5 
180°C, vorzugsweise bei 70 bis 120°C Der Klebstoff 
wird zum Auftragen auf den festen flachenhaften Tra- 
ger in Form eines einseitig oder zweiseitig offenen Be- 
halters (ReaktionsgefaB, Schlauch und ahnliches) zu- 
nachst in Chloroform oder Methylenchlorid geldst oder to 
suspendiert (0,05 bis 0,5 g/mi, vorzugsweise 0,1 bis 0,3 
g/ml Chloroform oder Methylenchlorid). Danach gibt 
man diese Suspension in das GefaB. Aufgrund der 
Wechselwirkungen zwischen Klebstoff und GefaBwand 
wird die GefaB wandung mit Klebstoff beschichtet. 15 
Dann dekantiert man die uberschiissige Suspension ab. 

Die jeweiligen Adsorbentien werden aufgetragen; im 
einfachsten Fall durch Bestreuen der GefaBwand, und 
bei einer Temperatur von 60 bis 180°C, vorzugsweise 70 
bis 120°C prozessiert, so daB die Adsorbentien vermit- 20 
tels Klebstoff an der GefaBwand haften. Dabei ist es 
gleichgultig, aus welchem Material das Adsorbens be- 
steht. Es konnen sowohl oberflachenmodifizierte Mate- 
rialien auf der Basis von Kieselgel, Aluminiumoxid, Ti- 
tanoxid, Agarose, Cellulose, Hydroxylapatit, Acrylamid 25 
und andere unldsliche Adsorbentien eingesetzt werden. 
Die Art der Oberflachenmodifizierung spielt dabei 
ebenfalls keine Rolle; ionenaustauschergruppen enthal- 
tende Adsorbentien konnen ebenso verwendet werden 
wie beispielsweise Affinitatsadsorbentien oder Chelat- 30 
bildner. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren fixier- 
ten Adsorbentien steilen eine grundsatzlich neue An- 
wendungsform dar und bieten die Moglichkeit neuer 
und im Vergleich zur ublichen Methodik einfacherer 35 
Verfahren. Das fixierte adsorbierende Material wird le- 
digJich mit einer die zu trennenden Substanzen enthal- 
tenden Losung uberschichtet und eine bestimmte Zeit 
inkubiert. In Abhangigkeit von den Losungsbedingun- 
gen binden bestimmte Molekiile aufgrund unterschiedli- 40 
cher Wechselwirkungen reversibel an chemische Grup- 
pen des Adsorbens. Nach der Bindung wird die verblie- 
bene Losung dekantiert. In einem Waschvorgang wird 
durch erneutes Uberschichten und Dekantieren das Ad- 
sorbens von unspezifisch gebundenen und abzutrennen- 45 
den Substanzen gereinigt. In einem abschlieBenden Elu- 
tionsschritt wird eine Losung zugesetzt, die zur Freiset- 
zung der gebundenen Molekiile fiihrt. 

Als Adsorbentien kommen Materialien wie syntheti- 
sche, organische und anorganische Polymere, Kieselgel, 50 
Aluminiumoxid. Titanoxid, Cellulose, Agarose, Hydrox- 
ylapatit, Acrylamid und andere unldsliche Adsorbentien 
in Betracht, wobei diese Materialien meist oberflachlich 
modifiziert sind. Vorzugsweise kann die Modifikation 
aus chemischen Gruppen bestehen, die Ionenaustau- 55 
schergruppen aufweisen oder die Moglichkeit zur Im- 
mobilisierung von Affinitatsliganden besitzen oder be- 
reits mit Affinitatsliganden beladene Adsorbentien sind. 
In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist die 
Oberflache des Tragermaterials mit Chelatbildnern mo- eo 
difiziert. Auch sogenannte "reversed phase"-Materialien 
konnen fur bestimmte Applikationen wie Entfernung 
von hydrophoben Bestandteiten eines Gemisches ver- 
wendet werden. Besonders bevorzugt sind Adsorben- 
tien, die bekannt sind aus DE-OS 32 1 1 309 sowie in der 65 
deuvschen Patentanmeldung der Anmelderin P 
36 27 063 vorgeschlagen werden. Die PartikelgroBe be- 
tragt 1 u.m bis 2 mm. Die PorengroBe betragt 5,0 bis 
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2500 nm, vorzugsweise 150 nm. Das in Form von Parti- 
keln vorliegende, oberflachlich modifizierte Adsorbens 
wird, wie oben beschrieben, mittels eines thermoplasti- 
schen Klebstoffs an den flachenhaften festen Trager ge- 
bunden, der aus organischem und/oder anorganischem 
Material besteht. Der flachenhafte Trager kann in be- 
vorzugten Ausfuhrungsformen bestehen aus Folien, Fil- 
tern, Schlauchen, GefaBen oder Platten aus Kunststof- 
fen, Glas, Keramik etc. Weitere bevorzugte Ausfiih- 
rungsformen des erfindungsgemaBen Mittels sind Ar- 
beitsgeratschaften wie ReaktionsgefaBe aus Kunststoff 
(Eppendorf-GefaB), Pipettenspitzen, Objekttrager, Mi- 
krotiterplatten, Kaniilen, Nylonfilter und ahnliches. 

Der Anwendungsbereich des erfindungsgemaBen 
Verfahrens ist auBerordentlich breit. Beispielhaft seien 
genannt: Plasmidpraparationen, Isolierung langkettiger, 
chromosomater DNS aus unterschiedlichsten Quellen, 
Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren unter- 
schiedlichster Provenienz sowie Immobilisierung von 
Proteinen, insbesondere Immunoglobulinen sowie Rei- 
nigung von spezifischen Antigenen durch Affinitatsad- 
sorption. AuBerdem ist es moglich, das erfindungsgema- 
Be Mittel zur adsorptiven Immobilisierung von Biopoly- 
meren zu verwenden, um diese einer chemischen Modi- 
fizierungsreaktion zu unterziehen. So konnen beispiels- 
weise Nukleinsauren in adsorbiertem Zustand mit Enzy- 
men, beispielsweise Restriktionsenzymen behandelt 
werden. Auch eine Behandlung mit Polymerasen sowie 
radioaktive Markierung mittels Nicktranslationen, End- 
markierungen mit Klenow-Polymerasen, Methylierun- 
gen, Phosphatasebehandlungen und ahnlichen Reaktio- 
nen der Nukleinsaurebiochemie sind mit dem erfin- 
dungsgemaBen Mittel in uberraschend einfacher Weise 
moglich. Das Verfahren ist Gegenstand einer gleichzei- 
tig mit dieser Patentanmeldung eingereichten Patentan- 
meldung. 

Es ist auch moglich, zuerst ein Biopolymer, das eine 
gewisse Affinitat zu anderen Biopolymeren aufweist, an 
dem betreffenden Adsorbens zu immobilisieren, wo- 
nach dann das eigentlich zu untersuchende oder gewin- 
nende Biopolymere in Form eines Sekundarkomplexes 
an den prima>en Komplex gebunden wird. So weist zum 
Beispiel Protein A eine starke Affinitat zu Immunglobu- 
linen (IgG) auf. Immobilisiert man also Protein A an 
dem Biopolymere adsorbierenden Material, wird man in 
die Lage versetzt, die IgG-Fraktion aus einer Probe 
selektiv zu adsorbieren. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
naher erlautert. 

Beispiel 1 

Die Kopplung der Partikel an den festen flachenhaf- 
ten Trager erfolgt mit Vestoplast-508, einem alpha-Ole- 
fin-Copolymer der Huls AG. 

Um das ReaktionsgefaB mit einer einheitlich dicken 
Schicht von etwa 20 u.m mit dem Klebstoff zu beschich- 
ten, wird zunachst Vestoplast-508 in Chloroform sus- 
pendiert (0,15 g/ml), so daB eine kolloidale Suspension 
entsteht. Diese Klebstoffsuspension wird in das Reak- 
tionsgefaB gegeben und sofort wieder dekantiert. Auf- 
grund der Wechselwirkungen zwischen dem Material 
des entsprechenden festen flachenhaften Tragers und 
dem Klebstoff verbieibt ein diinner Film an der Innen- 
wandung des GefaBes. Durch Unterdruck (5 Minuten im 
Exsikkator) wird anschlieBend das Chloroform entfernt. 
Die zu ftxierenden Partikel, zum Beispiel Anionenaus- 
tauscher wie Fractogel TSK DEAE-650, Ionenaustau- 
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scher, vorgeschlagen in der cleutschen Patentanmeldung 
P 36 39 949.3 und bekannt aus DE-OS 32 11 309, mit 
PartikelgroBen von 50 bis 1000 jam und Durchmesser 
der Poren mil dem 1- bis 20-fachen des Durchmesscrs 
des zu trennenden Molekiils, werden in das Gefafl ge- 
fiillt, welches anschlieBend auf ca. 74°C erhitzt wird und 
dabei seine kiebenden Eigenschaften entwickelt Nach 
dem Abkuhlen werden nicht fixierte Partikel mittels 
Druckluftdurch Wegblasen entfernt. 

Beispiel 2 

Mit VestopIast-508 kompatible Folien konnen direkt 
beschichtet werden, indem der thermisch verflussigte 
fGebstoff aufgetragen wird und mitteis einer Roll- oder 
Schlitzrakel ein homogener Film der jeweils gewiinsch- 
ten Schichtdicke aufgezogen wird. Die Fixierung erfolgt 
auch in diesem Fall durch Erwarmung des Klebers in 
Gegenwart der Partikel. 



Beispiel 3 

Kaniilen und Pipettierspitzen werden beschichtet, in- 
dem die Klebstoffsuspension eingezogen, sofort wieder 
herausgedruckt und nach Einfullen der jeweiligen Parti- 
kel, zum Beispiel gemaB der deutschen Patentanmel- 
dung P 36 39 9493, DE-OS 32 11 309 oder anderer 
lonenaustauscher erhitzt wird. Ungebundene Partikel 
werden mittels Druckluft durch Wegblasen entfernt. 

GemaB den Beispielen 1 bis 3 konnen die folgenden 
Materialien zur Herstellung des erfindungsgemaBen 
Mittels eingesetzt werden: lonenaustauscher auf Silica- 
gel-/Agarose-/Acrylamid-/Cellulose-Basis, wie DE-52 
und TSFC DEAE-650 (Merck (Catalog Nr. 14989; das 
Material muB mit Wasser und Aceton vorher gewa- 
schen und im Vakuum getrocknet werden) sowie han- 
delsiibliche Reversed-phase-Materialien, zum Beispiel 
Merck Lichroprep RP-18, Katalog-Nr. 13 900 sowie ak- 
tivierte Affinitatsadsorbentien, wie zum Beispiel Euper- 
git-C (Roehm-Pharma). 

Beispiel 4 

Plasmidpraparation aus Escherichia coli mit Hilfe von 
mit lonenaustauscher beschichteten Eppendorf-Reak- 
tionsgefaBen nach Beispiel 1, wobei das in der deutschen 
Patentanmeldung P 36 39 949.3 vorgeschlagene lonen- 
austauschermaterial verwendet wird: 

Der BakterienaufschluB erfolgt nach der Alkaline Ly- 
sis Method (siehe Maniatis et al. 1982, Cold Spring Har- 
bor Laboratory, ISBN 0-87969-136-0, New York). An- 
stelle der Phenolisierung wird jedoch der Oberstand auf 
1 M Natriumchlorid und 50 mM Natriumacetat pH 7 
eingestellt und in ein ReaktionsgefaB gegeben, wobei 
das ReaktionsgefaB gemaB Beispielen 1 bis 3 mit dem 
lonenaustauscher bekannt aus der deutschen Patentan- 
meldung P 36 39 949.3 beschichtet wurde. 

Nach 15 Minuten wird die Losung dekantiert, das 
ReaktionsgefaB mit 2 x je 1 ml der angegebenen Puffer- 
Idsung gewaschen und dann 15 Minuten bei Raumtem- 
peratur mit 2xl00 u.I Elutionspuffer (1,5 M Natrium- 
chlorid. 50 mM Natrium- Acetat pH 7, 15% Ethanol) elu- 
iert. Das Eluat wird mit 25 \i\ Wasser und 80 u.1 Isopro- 
panol versetzt, 20 Minuten bei -70°C inkubiert und 
anschlieBend abzentrifugiert. Die so isolierte Plasmid- 
DNS ist in der Reinheit mit durch Hochdruckfliissig- 
keitschromatographie gereinigten DNS-Proben ver- 
gieichbar. Sie kann erfolgreich enzymatischen Behand- 



iungen unterworfen werden. 

Beispiel 5 

Isolierung langkettiger, chromosomaler DNS aus Ge- 
webe mit Hilfe von mit lonenaustauschern beschichte- 
ten Eppendorf-ReaktionsgefaBen nach Beispiel 1, wobei 
der lonenaustauscher in der deutschen Patentanmel- 
dung P 36 39 949.3 vorgeschlagen wird: 
io Fur den ZellaufschluB eukaryotischer Zellen existie- 
ren verschiedene Methoden (vgl. Maniatis et al. 1982, 
Cold Spring Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-136-0, 
New York). Sobald die Zellen lysiert sind, wird das von 
storenden Bestandteilen befreite Lysat (cleared lysate) 
15 auf 1 M Natriumchlorid und 50 mM Natriumacetat pH 7 
eingestellt und anschlieBend, wie in Beispiel 4 beschrie- 
ben, behandelt. Es konnen auf diese Weise extrem groBe 
DNS-Fragmente (50 bis 1000 kb) isoliert werden. Bei 
alien anderen Methoden, die zur Reinigung und Isolie- 
20 rung von DNS bekannt sind, wie Saulenchromatogra- 
phie und phenoiischer AufschluB, kommt es aufgrund 
starker Scherkrafte zur Fragmentierung der Nuklein- 
sauren. Werden die nach Beispiel 1 hergestellten erfin- 
dungsgemaBen Mittel eingesetzt, unterliegen die Mole- 
25 kiile nur schwachen Diffusionskraften und nur geringfu- 
gigen Scherkraften. 

Dariiber hinaus bewirkt die rein oberflachliche Ad- 
sorption eine zusatzliche Stabilisierung der langen Mo- 
lekule, deren Lange 1 jim bis 3000 u,m betragen kann. 
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Beispiel 6 

Isolierung von Nukleinsauren (BNYV-Virus) aus 
stark verschmutzten Quellen, zum Beispiel Erde, mit 
Hilfe von mit lonenaustauscher beschichteten 50 ml- 
Falcon-ReaktionsgefaBen, wobei die ReaktionsgefaBe 
nach Beispiel 1 mit lonenaustauscher, der in der deut- 
schen Patentanmeldung P 36 39 949.3 vorgeschlagen 
wird, wie folgt durchgefiihrt wird: 

Etwa 10 g Erde werden mit 10 ml 40 mM TRIS-Puf- 
fer, pH 7,5, 20 mM Natrium-Acetat und 1 mM EDTA 
sowie mit 10 ml wasser-gesattigtem Phenol versetzt und 
2 Minuten mit Ultraschall behandelt. AnschlieBend wer- 
den 800 u.1 25%iges Triton X-100 und 10 ml Chloroform 
zugesetzt und nach Mischen 10 Minuten bei 3500 g zen- 
trifugiert Der waBrige Oberstand wird mit 10 ml Chlo- 
roform versetzt und erneut 10 Minuten bei 3500 g zen- 
trifugiert. Die waBrige Phase wird nun auf 300 mM Na- 
triumchlorid eingestellt und in die beschichteten Reak- 
tionsgefaBe gegeben. Die Bindung von Nukleinsauren 
erfolgt wahrend 40 Minuten bei 40°C. AnschlieBend 
wird der Oberstand dekantiert und verworfen und das 
ReaktionsgefaB 2 x mit wassergesattigtem Phenol und 
2 x mit 50 ml 0,3 M Natriumchlorid gewaschen. Die 
Elution erfolgt 10 Minuten bei 1,5 M Natriumchlorid, 
50 mM Natrium-Acetat pH 7 und 15% Ethanol. Das 
Eluat wird durch 1 Vol. Wasser und 20 ml Isopropanol 
30 Minuten bei -20°C gefallt und abzentrifugiert. Dar- 
auf folgende Gelelektrophorese und DOT- BLOT- Ana- 
lysen belegen eine wesentlich hohere Probenreinheit als 
es mit anderen Verfahren, wie zum Beispiel der Saulen- 
chromatographie, erreichbar ist. 

Beispiel 7 

Immobilisierung von Protein A und Reinigung von 
Human Immunglobulinen (IgG) mit Protein A-Affini- 
tatsadsorption: 
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Ein mit aktiviertem Silicagel beschichtetes Eppen- 
dorf-ReaktionsgefaB wird mil 500 n. I 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer, pH 8,0, gefullt und 1 mg Protein A (aus 
Staphylococcus aureus oder rekombinantes Protein A) 
gelost in lOOjil 0,1 M Natriumphosphat-Puffer, pH 8,0, 5 
zugegeben. Die Suspension wird 4 Stunden bei 4°C ge- 
schuttelt, um eine hohe Immobilisierung von Protein A 
zu gewahrleisten, Nach der Reaktion wird das nicht 
immobilisierte Protein A pipettiert und das Eppendorf- 
ReaktionsgefaB 2x mit je 500 u.1 0,1 molar Natrium- 10 
phosphatpuffer, pH 8,0, gewaschen. Die nicht reagierten 
aktiven Gruppen werden blockiert durch zweistiindiges 
Schutteln mit 250 jxl 0,05 M Mercaptoethanol in 0,1 M 
Natriumphosphatpuffer, pH 8,0. Nach der Blockierungs- 
reaktion wird das Produkt 5 x mit 500 u.1 0,1 molar Na- 15 
triumphosphatpuffer pH 7,0 gewaschen. Das mit Prote- 
in A beschichtete Eppendorf-ReaktionsgefaB wird mit 
1 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, und 1 ml 0,05 
M Natriumcitratpuffer, pH 3,0, gewaschen und 2x mit 
1 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, aquilibriert. 20 
Die IgG-Probe, bestehend aus 1 mg rohem human IgG, 
wird in 500 u.1 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, 
gelost, in das mit Protein A beschichtete Eppendorf-Re- 
aktionsgefaB pipettiert und 30 Minuten bei 10°C ge- 
schuttelt und adsorbiert. Verunreinigungen mit anderen 25 
Proteinen und unspezifisch gebundenes IgG werden 
durch dreimaliges Waschen mit 500 u.1 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer, pH 7,0, ausgewaschen und das spezi- 
fisch gebundene human IgG mit 2x 100 jil 0,05 M Ci- 
tratpuffer, pH 3,0, eluiert. 30 

Die Bindekapazitat von mit Protein A beschichteten 
Eppendorf-ReaktionsgefaBen wurde zu je 200 u.g IgG 
bestimmt. 
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IgG mit 2 x je 100 u.1 0,05 M Gitratpuffer, pH 3,0, eluiert. 
Die Bindekapazitat von einem mit Maus anti-human 
IgG beschichteten Eppendorf-ReaktionsgefaB wurde zu 
50 u,g IgG bestimmt. 

Beispiel 9 

Nukleinsiiuren konnen in adsorbiertem Zustand, ins- 
besondere gebunden an Ionenaustauscher, vorgeschla- 
gen in der deutschen Patentanmeldung P 36 39 9493 der 
Anmelderin, Fractogel TSK DEAE-650 und DE-52 Cel- 
lulose, nach den bekannten Verfahrensweisen (siehe 
Maniatis et al. 1982, Cold Spring Harbor Laboratory, 
ISBN -0-87969- 136-0, New York) enzymatisch behan- 
delt werden. Vor Zugabe des Enzyms empfiehlt sich die 
Zugabe von Rinderserumalbumin (BSA). 3 jig Plasmid, 
zum Beispiel pBR 322, die nach der oben beschriebenen 
Plasmidpraparationsmethodik isoliert worden sind und 
an einen Anionenaustauscher wie DE-52 Cellulose ge- 
bunden sind, werden mit Eco R 1 endonukleolytisch 
gespalten. Hierzu wird zunachst eine Rinderserumalbu- 
min-L6sung (2 mg/ml Eco RI Puffer) in das Reaktions- 
gef&B gegeben. Nach 10 Minuten wird diese Losung 
dekantiert und verworfen. Mit 3 Einheiten Eco R 1 wird 
nun 30 Minuten in lOOmM Natriumchiorid, 50 mM 
TRIS, pH 7,5, 10 mM Magnesiumchlorid und 1 mM Dit- 
hiothreitol verdaut. Etwa 90 bis 95% der gesamten Plas- 
mid-Spaltstellen ist umgesetzt, wie sich nach Elution mit 
anschlieBender Gelelektrophorese nachweisen laBt. 



Beispiel 8 35 

Immobilisierung von Maus anti-human IgG und Rei- 
nigung von Human Immunglobulinen (IgG) mit Maus 
anti-human IgG-Affinitatsadsorption : 

Ein mit aktiviertem Silicagel beschichtetes Eppen- 40 
dorf-Reaktionsgefafl wird mit 500 u,I 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer, pH 8,0, gefullt und 1 mg Maus anti-hu- 
man IgG gelost in 100 u.1 0,1 M Natriumphosphatpuffer, 
pH 8,0, zugegeben. Die Suspension wird 4 Stunden bei 
4°C geschuttelt, um einen hohen Immobilisierungsgrad 45 
von Maus anti-human IgG zu gewahrleisten. Nach der 
Reaktion wird das nicht immobilisierte Maus anti-hu- 
man IgG pipettiert und das Eppendorf-ReaktionsgefaB 
2 x mit je 500 ul 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 8,0, 
gewaschen. Die nicht abreagierten, aktiven Gruppen 50 
werden blockiert durch zweistiindiges Schutteln mit 
250 ul 0,05 M Mercaptoethanol in 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer, pH 8,0. Nach der Blockierungsreaktion 
wird das Produkt 5 x mit 500 u.1 0,1 M Natriumphospat- 
puffer, pH 7,0, gewaschen. Das mit Maus anti-human 55 
IgG beschichtete Eppendorf-ReaktionsgefaB wird mit 
1 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0 und 1 ml 0,05 
M Natriumcitratpuffer, pH 3,0, gewaschen und 2x mit 
je 1 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, aquili- 
briert. Die IgG-Probe, bestehend aus 1 mg rohem hu- eo 
man IgG, wurde in 500 u.1 0,1 M Natriumphosphatpuffer, 
pH 7,0, gelost, in das mit Maus anti-human IgG ge- 
schichtete Eppendorf-ReaktionsgefaB pipettiert und 30 
Minuten bei 4°C geschuttelt und adsorbiert. 

Verunreinigungen mit anderen Proteinen und unspe- 65 
zifisch gebundenes IgG werden durch dreimaliges Wa- 
schen mit je 500 u,l 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 
7,0, ausgewaschen und das spezifisch gebundene human 
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